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胸腺素 α1（thymosin α1，Tα1）是 动 物 或 人 胸 腺 组 织 分 泌 的
一种酸性多肽激素，由 28 个氨基酸残基组成，等 电 点 为 4．2，相




变得很困难。 而利用化学合成方法生产 Tα1 不但存在产量问题，
还涉及到产物的后加工，特别是 Nα－乙酰化修饰。因此，许多研究
者的研究重点是利用基因工程方法表达 Tα1。 将 Tα1 在大肠杆




在大肠杆菌种中有 3 种已知的乙酰转移酶基因 rimI、rimJ 和
rimL[6－8]。 考虑到 RimL 的作用底物 L12 的 Nα 氨基酸与 Tα1 一样，
均为 Ser，因而该酶很有可能与 Tα1 在大肠杆菌内的乙酰化修饰
有关。我们利用 Red 同源重组技术[9]敲除大肠杆菌 BL21（DE3）的




宿 主 菌 大 肠 杆 菌 DH5α、BL21 （DE3） 为 本 室 保 存 ； 质 粒
pKD4、pCP20 由军事医学科学院生物工程研究所王芃博士惠赠；
pKOBEG 由 Institut Pasteur 提供 [9]；重组质粒 pET－Tα1－L12 由本
室构建。
质粒小量快速提取试剂盒购自北京博 大 泰 克 生 物 公 司；离
心柱型琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒、 细菌基因组 DNA 提取试
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［摘要］ 目的：考察大肠杆菌乙酰转移酶 RimL 对胸腺素 α1（Tα1）乙酰化修饰的影响。 方法：构建含 500 bp 同源臂的卡那
抗性基因打靶片段，利用 Red 同源重组系统，使大肠杆菌 BL21（DE3）的 rimL 基因插入失活，随后导入质粒 pCP20 去除抗性
基因，构建突变菌株 rimL－BL21（DE3）；将重组质粒 pET－Tα1－L12 分别转入出发菌株和突变菌株中进行表达，经固定金属离
子亲和层析和反向高效液相层析后，将所得纯品进行质谱分析，精确测定相对分子质量。 结果：PCR 鉴定结果证明成功敲除
rimL 基因； 质谱结果表明，rimL 基因敲除菌中所表达的 Tα1－L12 融合蛋白与出发菌株一样， 均有部分乙酰化修饰。 结论：
Tα1 的乙酰化修饰并不依赖于 RimL。
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［Abstract］ Objective: To investigate the effect of RimL, a N－terminal acetyltransferase of E．coli, on thymosin α1(Tα1)
acetylation． Methods: A kanamycin cassette with two 500 bp long arms homologous to the regions around rimL as the re-
placement fragment was electroporated into cells, in which the Red recombinant functions was induced． Subsequently, the
plasmid pCP20 was transformed to eliminate the kanamycin resistant gene． The plasmid pET－Tα1－L12 was transformed in-
to the original and mutant strains respectively． The expressed fusion protein Tα1－L12 was purified by IMAC and RP－
HPLC． The accurate molecular weight of the fusion protein was measured by Q－TOF－MS． Results: The gene rimL was in-
activated by insertion of the replacement fragment successfully． According to the MS results, the fusion protein Tα1－L12
was still partly acetylated when it was expressed in the mutant strains as in the original strains． Conclusion: Tα1 acety-
lation was independent on RimL．
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和层析柱 HisTrap HP 购自 Amercham 公司； 反向高效液相层析












1．3．1 上、 下 游 同 源 臂 和 卡 那 抗 性 基 因 的 扩 增 以 大 肠 杆 菌
DH5α 基因组为模板， 分别以 P1 和 P2、P3 和 P4 为引物， 扩增
rimL 上 下 游 各 500 bp 的 片 段 作 为 同 源 臂； 以 pKD4 质 粒 为 模
板，J11 和 J12 为引物，扩增约 1 500 bp 的卡那霉素抗性基因片
段。 以上扩增产物经 1％琼脂糖凝胶电泳后回收。
1．3．2 线性打靶片段的拼接 以 rimL 上游 500 bp 片段和卡那
霉素抗性基因片段为模板，P1 和 J12 为引物，将两者拼接，回收
约 2 000 bp 的片段； 再以此拼接的片段和 rimL 下游 500 bp 的
片段为模板，P1 和 P4 为引物，扩增全长的线性打靶片段，经 1％
琼脂糖凝胶电泳，回收约 2 500 bp 的片段。
1．4 Red 重组酶的诱导表达和感受态细胞的制备
将编码 Red 同源重组系统酶基因的质粒 pKOBEG 用 CaCl2
法转 化 至 大 肠 杆 菌 BL21（DE3）中，在 含 有 50 μg ／ mL 氯 霉 素 的
LB 培养基中 30℃振荡培养过夜；转接 1 mL 菌液于 50 mL 带有
同样浓度氯霉素的 LB 培养基中，30℃振 荡 培 养 至 D600nm 达 0．2～
0．4；加入终浓度为 0．2％的 L－阿拉伯糖进行诱导至 D600nm 达 1．0；
4 000 r ／ min、4℃离心 10 min 收集菌体， 用去离子水洗 3 次；将
菌体重悬于 150 μL 预冷的 10％甘油中， 取 50 μL 用于电击转
化[10]。
1．5 电击转化线性打靶片段
取 100～300 ng 回收的打靶片段与 50 μL 感受态细胞混合，
吸入 0．1 cm 的 Bio－Rad 电转杯进行电击，设置电压 1．8 kV。 电
击后迅速加入 0．5 mL 冰冷的 LB 培养基，37℃振荡培养 60 min，
取 100 μL 菌液涂布于卡那霉素抗性平板上，37℃过夜培养。
1．6 菌落 PCR 鉴定
方案①：用与 rimL 两端同源的 R5 和 R3 为引物，分别以大
肠杆菌 BL21（DE3）和 rimL－kanrBL21（DE3）为模板进行 PCR。 方
案②：用与 rimL 上游同源的 J6 以及与卡那霉素抗性基因同源的
J12 为引物，分别以大肠杆菌 BL21（DE3）和 rimL－kanrBL21（DE3）




电转入该感受态中， 于含氨苄青霉素的 LB 平板上筛选重组子，
然后转接至无抗性的 LB 培养基中，42℃培养 5 h，在无抗性平板
上划线，对所得单菌落进行氨苄青霉素和卡那霉素敏感检测，对
两者均敏感的克隆即去除了 pCP20 质粒和卡那霉素抗性基因，
为 rimL－BL21（DE3），最后采用上述方案①进行 PCR 鉴定。
1．8 Tα1－L12 融合蛋白的表达和纯化
1．8．1 工 程 菌 的 构 建 和 融 合 蛋 白 的 诱 导 表 达 将 质 粒 pET－
Tα1－L12 转化到出发菌和 rimL－BL21（DE3）中，构建了 2 株工程
菌， 分别命名为大 肠 杆 菌 BL21 （DE3） ／ pET－Tα1－L12 和 rimL－
BL21 （DE3） ／ pET－Tα1－L12。 将 2 株 工 程 菌 分 别 接 入 含 有 100
μg ／ mL 氨 苄 青 霉 素 抗 性 的 液 体 LB 培 养 基 中 ，37℃培 养 生 长 过
夜，按 5％的比例接入含有乳糖的诱导培养基中，37℃诱导 12 h。
1．8．2 融合蛋白的纯化 在每克湿菌中加入 10 mL 50 mmol ／ L
Na2HPO4 ／ NaH2PO4 缓 冲 液（pH7．0）悬 浮 菌 体，超 声 破 菌 15 min，
12 000 r ／ min 离心 10 min， 获取以可溶形式表达的胸腺素融合
蛋白。 将破菌上清补加 0．5 mol ／ L NaCl 上 HisTrap HP 亲和层析










抗性 LB 平板上筛选重组子，采用上述方案①、②进行菌落 PCR
鉴定。 方案①中出发菌的扩增条带约 500 bp，筛选的重组子中扩
增的条带位于 1 000～2 000 bp， 与插入卡那霉素抗性基因后预
计的扩增大小相符（图 1）。 方案②中，出发菌本身没有卡那霉素
抗性基因序列，因此没有 J12 结合的位置，无法扩增出条带，而待
筛选的重组子扩增出 1 000～2 000 bp 条带，说明在 rimL 上游和
J12 结合的位置间存在卡那霉素抗性基因（图 2）。由此，可以初步
图 1 方案①菌落 PCR 鉴定结果
M：DL2000；1：rimL－kanrBl21（DE3）菌落 PCR 产物；
2：对照 Bl21（DE3）菌落 PCR 产物
图 2 方案②菌落 PCR 鉴定结果
M：DL2000；1：rimL－kanrBl21（DE3）菌落 PCR 产物；
2：对照 Bl21（DE3）菌落 PCR 产物
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确定 rimL－kanrBL21（DE3）构建成功。
质粒 pCP20 能表达 FLP 位点特异性重组酶， 通过识别 FRT
位点，介导 2 个同向 FRT 位点之间片段的切除。 因此，将 pCP20
转 化 至 上 一 步 筛 选 所 得 的 rimL－kanrBL21（DE3）阳 性 克 隆 中，去
除卡那霉素抗性基因。 经筛选后得到的对氨苄青霉素和卡那霉
素 均 敏 感 的 菌 株 则 为 去 除 pCP20 质 粒 和 卡 那 霉 素 抗 性 基 因 的
rimL 敲除菌。 再次利用方案①做菌落 PCR 鉴定，结果如图 3，卡
那霉素抗性基因已被去除。
2．2 Tα1－L12 融合蛋白的诱导表达
由图 4 可以看出， 经乳糖诱导后 Tα1－L12 融合蛋白在出发
菌和 rimL 基因敲除菌株中均有表达。超声破菌后，将上清和沉淀








将反向高效液相层析洗脱下来的较纯的 几 管 样 品 混 合，冻
干成粉末后进行质谱分析，精确测定相对分子质量。 在出发菌中
表达的 Tα1－L12 融合蛋白的质谱分析如图 6 所示， 主要有相对




Tα1－L12 融合蛋白在 rimL 突变菌株中表达、 纯化后的质谱
鉴 定 结 果 如 图 7， 在 rimL 突 变 菌 株 中 表 达 的 经 乙 酰 化 修 饰 的
Tα1－L12 融合蛋白所占比例要比出发菌株高， 主峰为相对分子
质量 13 241．6 的乙酰化修饰峰，其次才是 13 199．6 的非乙酰化
修饰峰。 2 个峰均带有一定的氧化修饰和加钠离子的修饰，但不
影响对结果的分析。该质谱结果说明 RimL 不是负责 Tα1 乙酰化
修饰的酶。
3 讨论
Tα1 是一种生物反应调节因子， 主要起 T 淋巴系统免疫增
强剂的作用，对 NK 细胞也有协同作用。 Tα1 在联用干扰素治疗
乙型肝炎与丙型肝炎、 联用化学疗法或放射疗法或白介素－2 治
图 3 rimL－BL21（DE3）菌落 PCR 鉴定结果
M：DL2000；1：rimL－Bl21（DE3）菌落 PCR 产物；
2：对照 Bl21（DE3）菌落 PCR 产物








图 6 Tα1－L12 在 BL21（DE3）中表达的相对分子质量测定 图 7 Tα1－L12 在rimL－BL21（DE3）中表达的相对分子质量测定
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达，都不能获得具有完全 N 端乙酰化修饰的 Tα1[2－5]。
Tα1 分子较小，利用基因工程手段直接表达、纯化有一定困
难，因此我们将 Tα1 的 C 端与不同的载体蛋白融合，在大肠杆菌
中表达该融合蛋白。 经表达、分离纯化及质谱鉴定，均发现有部
分融合蛋白存在乙酰化修饰， 而且该修饰位于 Tα1 的 N 端 Ser
残基上（未发表结果）。 若能找到与 Tα1 的 N 端乙酰化修饰相关
的酶，将有助于进一步提高 Tα1 乙酰化修饰的程度。
已知的大肠杆菌 N 端乙酰转移酶有 RimI、RimJ 和 RimL[6－8]，
分 别 与 核 糖 体 蛋 白 S18（N－Ala）、S5（N－Ala）和 L12（N－Ser）的 N
端 Ala 或 Ser 残基乙酰化有关。 此外，根据生物信息学分析，大肠
杆 菌 基 因 组 中 有 一 些 未 知 功 能 基 因 可 能 也 具 有 乙 酰 转 移 酶 活
性。 我们曾对大肠杆菌的 N 端乙酰转移酶 RimL 进行了研究，发
现该酶仅由 1 种亚基组成， 在体外可以催化 L12 的 N 端乙酰化
修饰，并且还可以催化 L12 的 2 种突变体（S1A 和 I2D）的 N 端乙
酰化修饰[10]。 由于 RimL 可以对 N 端残基为 SD 的蛋白质进行乙
酰 化 修 饰，而 Tα1 的 N 端 2 个 残 基 也 为 SD，因 此 推 测 RimL 是
Tα1 在大肠杆菌内乙酰化修饰的相关酶。 但在本实验中，我们利
用 Red 重组技术将大肠杆菌 BL21（DE3）中已知的乙酰转移酶基
因 rimL 敲 除，并 在 敲 除 菌 中 表 达 Tα1 融 合 蛋 白 Tα1－L12，结 果
发现 rimL 的敲除并没有消除 Tα1 的乙酰化修饰。 相反，敲除菌
中所表达的 Tα1 乙酰化修饰程度有所提高 （由 50％提高到 80％
左右），其原因有待后续研究。
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